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NOUVEL AGENT ANTI-ANGIOGENIQUE ET SON UTILISATION, 
NOTAMMENT DANS LE CADRE DU TRAITEMENT DES CANCERS 

La pr6sente invention a pour objet un nouvel agent anti-angiogenique, ainsi que 
son utilisation, notamment dans le cadre du traitement des cancers. 

L'angiogenese est un processus de croissance de nouveaux capillaires sanguins k 
partir de vaisseaux preexistants. Trois phenomenes particuliers sont notamment a la 
base de ce processus: la proliferation, la migration et la differentiation (la 
tubulogenese) des cellules endotheliales. L'angiogenese est activ6e par certains facteurs 
de croissances, dits facteurs angiogeniques, tels que le VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor, facteur de croissance endothelial vasculare), le FGF-1 (Fibroblast 
Growth Factor 1, facteur de croissance des fibroblastes 1) ou le FGF-2 (Fibroblast 
Growth Factor 2, facteur de croissance des fibroblastes 2). 

En temps normal, l'angiogenese est essentiellement restreinte au systeme 
reproducteur femelle et a la cicatrisation des plaies. Cependant, l'angiogenese est 
6galement impliqu6e dans de nombreux cas pathologiques, tels que la retinopathie 
dmbetique, le psoriasis, la polyarthrite rhumatoide, la degenerescence maculaire liee a 
rage, et les cancers. En effet, dans ce dernier cas il a A* montre que la croissance 
tumorale etait grandement favorisee par l'apparition au sein de ces tumeurs d'une neo- 
vascularisation resultant en particuKer de la secretion par les tumeurs de facteurs 
angiogeniques. 

De nombreuses tentatives de traitements therapeutiques bas6es sur l'utilisation de 
proteines anti-angiogeniques sont en cours. Parmi ces composes, l'un des plus 
prometteur est rendostatine (O'Reilly et al., 1997), qui est actuellement en essais 
cliniques de phase I (Herbst et al., 2002). L'endostatine est une prot6ine de 20 kDa 
correspondant a un fragment du collagene XVIE. Le mecanisme d'action de 
l'endostatine reste inconnu. 

Certaines tentatives therapeutiques reposent sur l'61ucidation de mecanismes 
d'action connus. Ainsi les cellules endotheliales en proliferation expriment 1'integrine 
avb3 alors que les cellules endotheliales quiescentes ne l'expriment pas (Brooks, 1994). 
Cette observation a permis de mettre au point des inhibiteurs de cette molecule 
actuellement en cours d'essais cliniques. 



Parmi tous les acteurs mol6culaires impliques dans l'activation de I'angiogen&se, 
seul le VEGF a fait la preuve de son efficacite dans pratiquement tous les modeles 
experimental^ de mesure d'activitS de l'angiogenese (Ort6ga, 1999). De plus, au 
printemps 2003, il a 6te rendu public par la societ6 Genentech que des anticorps anti- 
VEGF exer<?aient une activite anti-tumorale chez les maiades atteints de cancer du 
colon. Ainsi done il est de toute premiere importance de rechercher des molecules 
naturelles pouvant se lier au VEGF et par Ik meme d'exercer une activite anti-tumorale 
comparable k celle des anticorps anti-VEGF. * 

Le g&ie nov 9 tout d'abord identifie dans des n6phroblastomes aviaires (Joliot et 
aL, 1992 ; Martinerie et Perbal, 1991), a et<§ clon<§ chez l'homme («ovH)(Martinerie et 
aL, 1994), la souris («ovM)(Snaith et aL, 1996) et Xenopus laevis (Ying et Ling, 1996). 
La proline NOV, cod6e par le gfcne nov y dont la fonction est k ce jour inconnue, 
appartient a la famille CCN (Bork, 1993) qui comprend les proteines suivantes : CYR61 
(Lau et Nathans, 1985), CTGF (Bradham et al., 1991), ELM-1 ou WISP-l (Pennica et 
al., 1998 ; Hashimoto et aL, 1998), R-COP ou WISP-2 (Pennica et al, 1998 ; Kumar et 
al., 1999 ; Brigstock, 1999) et WISP-3 (Pennica et aL, 1998). Ces proteines sont toutes 
constitutes de quatre domaines distincts : une prot6ine se liant a un facteur de 
croissance analogue k Pinsuline (IGFBP), un domaine de r6petition facteur. Willebrand 
de type C, un domaine de repetition thrombospondine de type I et un domaine COOH- 
terminaL Les proteines de la famille CCN regulent differents proced6s cellulaires 
normaux comprenant la proliferation, T adhesion, l'apoptose et la chimiotaxie. Elles sont 
6galement impliqu6es dans l'implantation, la formation squelettique, le d6veloppement 
embryonnaire et dans differentes maladies telles que la fibrose, la cicatrisation et les 
cancers (Chevalier et al., 1998). j 

La proteine NOV humaine (NOVH) peut etre detect6e dans les tissus normaux 
(reins, muscles, cartilage, cerveau, poumons, ovaires, coeur et corticosurrenale) a 
differents niveaux (Joliot et aL, 1992 ; Martinerie et aL, 2001 ; Kocialkowski et al., 
2001 ; Perbal et al., 1999) et son expression varie au cours du developpement. 

A ce jour les fonctions exerc6es par la proteine NOV ne sont pas clairement 
etablies. H a 6t6 recemment proposd que NOV pourrait exercer une action 
proangiogenique (Lin, 2003) en permettant de se lier k certaines integrines (avb3, a6bl 
et a5bl). De plus ces auteurs montrent que NOV exerce une activite proangiog6nique 
dans le modele de cornee de lapin. Cependant, il a ete demontre que cet essai peut 
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conduire a des resultats faussement positifs par relargage de facteurs angiogeniques 
synthetises et stockes dans la comee (Plouet, 1997). 

Ainsi la presente invention resulte de la mise en de l'activite anti-angiogenique de 
NOV du fait de sa liaison a VEGF. 

La presente invention a pour but de fournir un nouvel agent anti-angiogenique 
ainsi que son m6canisme d' action. 

La presente invention concerne une composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle contient a titre de substance active : * 

- une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constitute par : 

* la proteine NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette proteine, sous reserve que ce fragment presente une 
activite d'inhibition de 1'angiogenese, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 a environ 80 acides amines, et 6tant notamment 
represents par Tune des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un fragment 
defini ci-dessous, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence derivee presente 
une activite d'inhibition de 1'angiogenese, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment defini ci-dessous, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette sequence homologue presente une activite d'inhibition de 
1'angiogenese, 

- une sequence nucieotidique caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constituee par une sequence nucleotidique codant : 

* soit pour la proteine NOV telle que definie ci-dessus, 

* soit pour un fragment de la proteine NOV tel que d6fini ci-dessus, 

* soit pour une sequence derivee de la proteine NOV telle que definie ci- 
dessus, 

* soit pour une sequence homologue de la proteine NOV telle que definie 
ci-dessus, 



ladite sequence nucleotidique correspondant notamment a la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour SEQ ID NO : 2, ou a la sequence SEQ ID 
NO : 3 codant pour SEQ ID NO : 4, ou a la sequence SEQ ID NO : 5 codant pour SEQ 
ID NO : 6, ou a la sequence SEQ ID NO : 7 codant pour SEQ ED NO : 8, ou a la 
sequence SEQ ED NO : 9 codant pour SEQ ED NO : 10, 

- un anticorps anti-idiotypique de la proteine NOV, 
en association avec un vecteur phannaceutiquement acceptable. 

La sequence SEQ ED NO : 2 correspond' a la prot6ine humaine NOV codee par la 
sequence nucl6otidique SEQ ED NO : 1 . 

La sequence SEQ ED NO : 4 correspond au fragment IGFBP (proteine se liant a 
un facteur de croissance analogue a l'insuline) de la proteine humaine NOV, ledit 
fragment etant code par la sequence nucl6otidique SEQ ED NO: 3. Ce fragment 
comprend 72 acides amines et correspond au fragment de la proteine NOV allant du 
residu 33 au residu 104 de la s6quence SEQ ED NO : 2. 

La sequence SEQ ED NO : 6 correspond au fragment WC (domaine de repetition 
facteur Willebrand de type C) de la protdine humaine NOV, ledit fragment etant code 
par la sequence nucleotidique SEQ ED NO : 5. Ce fragment comprend 67 acides amines 
et correspond au fragment de la proteine NOV allant du r&sidu 108 au residu 174 de la 
s6quence SEQ ED NO : 2. 

La sequence SEQ ED NO: 8 correspond au fragment TSP-1 (domaine de 
repetition thrombospondine de type I) de la prot6ine humaine NOV, ledit fragment etant 
cod6 par la sequence nucleotidique SEQ ED NO : 7. Ce fragment comprend 45 acides 
amin6s et correspond au fragment de la proteine NOV allant du residu 206 au residu 
250 de la sequence SEQ ED NO : 2. f 

La sequence SEQ ED NO : 10 correspond au fragment CT (domaine COOH- 
terminal) de la protdine humaine NOV, ledit fragment 6tant code par la sequence 
nucleotidique SEQ ED NO : 9. Ce fragment comprend 75 acides amines et correspond 
au fragment de la proteine NOV allant du residu 264 au residu 338 de la sequence 
SEQ ED NO : 2. 

L'activit6 d'inhibition de l'angiogenese est egalement designee activit6 anti- 
angiogenique. Cette activit6 peut etre par exemple mise en evidence in vitro en 
demontrant l'inhibition a la fois de la multiplication, de la migration et de la 
differentiation, de cellules endotheliales par les sequences peptidiques de 1 'invention. 
La mesure de l'inhibition de la multiplication des cellules endoth61iales peut etre 
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realisee en cultivant des cellules endothelials en presence de la sequence peptidique 
dont on souhaite evaluer l'activite. La mesure de 1'inhibition de la migration des 
cellules endothelials pent etre realis6e en effectuant une «blessure» sur un tapis de 
cellules ehdoth61iales et en incubant ensuite les cellules en presence de la sdquence 
peptidique a tester. On mesure alors le nombre de cellules ayant migre sur la blessure 
La mesure de Tinhibition de la differenciation (tubulogenese) des cellules endoth61iales 
pent etre realise en mesurant la longueur de tubules formes par des cellules 
endothelial cultivees sur gel en presence de la sdquence peptidique a tester. 

Parmi les modeles classiques de mesure d'angiogenese, on pent citer les modeles 
par delivrance locale comme : 

- l'injection sous-cutanee de Matrigel (Becton Dickinson) impregne du compose 
de l'invention (Inoki et al., 2002), ou 

- le dep6t sur la membrane chorio-allantoidienne de poulet d'un implant 
contenant un compose de l'invention (Celerier et al., 2002). 

Alternativement, le compose de l'invention pent etre injecte par voie systemique 
(mtraveineuse, mtraperitoneale, sous-cutanee) a des animaux chez qui on a cree une 
maladie angiogenique experimentale. Le compose de l'invention pent aussi etre injecte 
directement dans une tumeur. Alternativement la proteine NOV ou les fragments ou les 
anticorps anti-idiotypiques selon l'invention (decrits ci-apres) peuvent etre delivres par 
une methode de therapie genique par voie locale ou systemique par toute m6thode 
permettant 1'expression de la proteine ou des fragments ou des anticorps anti- 
idiotypiques selon l'invention (virus ou plasmide contenant la sequence de NOV) 
Alternativement la sequence de NOV ou des fragments ou des anticorps anti- 
idiotypiques selon l'invention pent etre inseree dans un plasnude qui est transfecte dans 
les cellules cancereuses (ici la mesure consiste a mesurer revolution de tumeurs 
developpees a partir de cellules cancereuses transfectees par un plasmide contenant ou 
non la sequence de NOV ou d'un fragment). Tous ces precedes de mesure sont 
notamment decrits dans I'article de Jain et al. (1997). 

On designe par activite anti-tumorale, une activit6 permettant d'inhiber la 
croissance tumorale el/ou d'induire la regression voir la disparition de tumeurs. Cette 
activite pent etre par exemple mise en evidence in vivo en mesurant la masse de 
tumeurs, dont on a induit'le developpement chez la souris par injection de cellules 
tumorales, en presence et en absence d'administration de sequences peptidiques de 



l'mvention et/ou d'acides nucleiques exprimant les sequences peptidiques de 
l'invention. 

Une composition phaimaceutique avantageuse selon l'invention contient, a titre 
de substance active, la proteine NOV ou le fragment TSP-1 susmentionne. 

Une composition avantageuse selon l'invention est caracterisee en ce que 
l'activite d'inhibition de l'angiogenese est mesur6e selon le test de proliferation, de 
migration ou de differenciation, et en ce que cette activite d'inhibition correspond a un 
pourcentage d'inhibition compris de 20% a 100% de l'angiogenese obtenue en presence 
du v6hicule seul. 

Les tests de prolif6ration, de migration et de differenciation (angiogenese in vitro) 
sont decrits plus loin dans la partie experimentale. 

La presente invention concerne 6galement une composition telle que definie ci- 
dessus, caracterisee en ce qu'elle contient a titre de substance active la proteine NOV, 
represent6e par la sequence SEQ ID NO : 2. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, la composition 
telle que definie ci-dessus est caract6ris6e en ce qu'elle est susceptible d'etre-' 
administr6e a raison d'environ 0,1 a environ 20 mg/kg/jour. 

La presente invention concerne 6galement une composition telle que d6finie ci-. ; ' 
dessus caracterisee en ce qu'elle est administree sous forme d'un gene, d'une proteine 
ou d'un peptide contenant la sequence de type TSP- 1 (SEQ ID NO : 8). 

Une composition avantageuse de l'invention est notamment administr6e de 
prdference sous forme injectable. 

La presente invention concerne egalement I'utilisation : 

- d'une prot6ine caracterisee en ce qu' elle comprend ou est constitu6e par : 

* la proteine NOV, repr6sentee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette proteine, sous reserve que ce fragment presente une 
activite d'inhibition de l'angiogenese, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 a environ .80 acides amin6s, et 6tant notamment 
represente par l'une des s6quences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO:6,SEQDDNO:8ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un fragment 
defini ci-dessous, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
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ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence d6rivee presente 
une activity d 'inhibition de l'angiogenese, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment defrni ci-dessous, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette sequence homologue presente une activite d'inhibition de 
l'angiogenese, 

- d'une sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constitu6e par une sequence nucleotidique codant : 

* soit pour la proteine NOV telle que d6finie ci-dessus, 

* soit pour un fragment de la proteine NOV tel que defini ci-dessus, 

* soit pour une sequence derivee de la proteine NOV telle que defrnie ci- 
dessus, 

* soit pour une sequence homologue de la proteine NOV telle que definie 
ci-dessus, 

ladite sequence nucleotidique correspondant notamment a la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour SEQ ID NO : 2, ou a la sequence 
SEQ ID NO : 3 codant pour SEQ ID NO : 4, ou a la sequence SEQ ID 
NO : 5 codant pour SEQ ID NO : 6, ou a la sequence SEQ ID NO : 7 codant 
pour SEQ ID NO : 8, ou a la sequence SEQ ID NO : 9 codant pour SEQ ID 
NO : 10, 

- d'un anticorps anti-idiotypique de la proteine NOV, 

pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies n6cessitant 
rinhibition de la proliferation endothelial^ notamment dans le cadre des pathologies 
suivantes : les cancers, la degenerescence maculaire liee a l'age, les retinopathies 
diabetiques, la polyarthrite rhumatoide, les angiomes, les angiosarcomes, en particulier 
la maladie de Castelman et le sarcome de Kaposi. 

L'expression "inhibition de la proliferation endotheliale" d6signe toute substance 
capable de freiner la proliferation de cellules endotheiiales selon le test decrit plus loin 
(partie experimentale). 



La presente invention conceme egalement Futilisation 

- d'une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 

* la proteine NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou- 

* un fragment de cette proteine, sous reserve que ce fragment presente une 
activite d'inhibition de Fangiogenfcse, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 k environ 80 acides amines, et etant notamment 
repr6sent6 par 1'une des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID* NO : 10, ou 

* toute sequence derivSe de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d f un fragment 
defini ci-dessous, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence deriv6e presente 
une activit6 d'inhibition de Tangiogenese, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment defini ci-dessous, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette sequence homologue presente une activite d' inhibition de 
Tangiogenese, 

- d'une sequence nucieotidique caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constituee par une sequence nucieotidique codant : 

* soit pour la proteine NOV telle que definie ci-dessus, 

* soit pour un fragment de la proteine NOV tel que defini ci-dessus, 

* soit pour une sequence derivee de la proteine NOV telle que definie ci- 
dessus, f 

* soit pour une sequence homologue de la proteine NOV telle que definie 
ci-dessus, 

ladite sequence nucieotidique correspondant notamment a la sequence 
nucieotidique SEQ ID NO : 1 codant pour SEQ ID NO : 2, ou a la sequence 
SEQ ID NO : 3 codant pour SEQ ED NO : 4, ou k la sequence SEQ ID 
NO : 5 codant pour SEQ ID NO : 6, ou k la sequence SEQ ID NO : 7 codant 
pour SEQ ID NO : 8, ou a la sequence SEQ ID NO : 9 codant pour SEQ ID 
NO: 10, . . 

- d'un anticorps anti-idiotypique de la proteine NOV, 



9 



pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies necessitant 
l'inhibition de I'activation endothelial^ notamment dans le cadre des pathologies 
suivantes : le rejet d'allogreffe et de xenogreffe, les acrocyanoses, les scl6rodermies, ou 
dans le cadre de la preparation de greffons entre le pr61evement et la transplantation. 

L'expression "activation endotheliale" correspond a toute pathologie imphquant 
des cellules endothelials soumises a une concentration accrue en VEGF par rapport a 
1'etat non pathologique. 



NOV 



DESCRIPTION DES FTOTTttlTS 

La Figure 1 correspond a la liaison de la forme iodee du VEGF 165 sur la prot6ine 



La prot6ine NOV (4 ug/ml) est immobilisee sur du plastique selon les conditions 
decrites dans la partie experimentale, puis incubee avec du VEGF l65 iode (1 ng/puits) en 
absence (colonne PBS) ou presence de 2 ug/ml de VEGF 165 (colonne 0) ou de NOV 
(colonne NOV). Les resultats sent exprimes en cpm de VEGF I65 iode fixe par puits, 
apres lavage. 



NOV 



La Figure 2 correspond a la liaison de la forme iodee du VEGFi 89 sur la proteine 



La proteine NOV (4 u-g/ml) est immobilisee sur du plastique selon les conditions 
d6crites dans la partie experimentale, puis incubee avec du VEGF l89 iode (1 ng/puits) en 
absence (colonne PBS) ou presence de 2 ug/ml de VEGF, 89 . (colonne 0) ou de NOV 
(colonne NOV). Les resultats sont exprim6s en cpm de VEGF 189 iode fix6 par puits, 
apres lavage. 



La Figure 3 correspond au test de migration des cellules. Les cellules sont 
comptees dans 8 champs et la moyenne est representee sur l'axe des ordonnees. L'axe 
des abscisses correspond a la concentration de la proteine NOV en ug/ml. Les points 
representes par des losanges correspondent aux cellules non incub6es avec VEGF et les 
points repr6sentes par des carres correspondent aux cellules prealablement traitees avec 
duVEGF. 
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La Figure 4 correspond au test de proliferation des cellules. L'axe des abscisses 
correspond a la concentration de la proteine NOV en ug/ml et l'axe des ordonn6es a la 
densite optique mesur6e a 595 nm. Les points representes par des .losanges 
correspondent aux cellules qui n'ont pas 6te stimulees par le VEGF et les points 
representes par des carres correspondent aux cellules qui ont ete stimulees par le VEGF. 

La Figure 5 correspond au test d'adh6sion des cellules FBAE. L'axe des abscisses 
correspond a la concentration de la proteine NOV en ug/ml et l'axe des ordonnees a la 
densit6 optique mesuree a 595 nm. Les points repr6sent6s par des losanges 
correspondent aux cellules non incub6es avec VEGF et les points represents par des 
carres correspondent aux cellules prealablement trait6es avec du VEGF. 



P ARTIE EXPtimMENTAT.F. 

Materiels : 

La molecule NOV est produite par infection de cellules d'insecte SF9 par un 
baculovirus recombinant contenant l'ADNc correspondant (SEQ ED NO : l)(Thibout et 
al., 2003). 

Les isoformes de 165 et 189 acides amines du VEGF sont produites par infection • 
de cellules d'insecte SF9 par un baculovirus recombinant contenant l'ADNc' 
correspondant (PlouSt et al., 1997). 

Des cellules endotheliales arterielles ombilicales humaines (HUAEC) ont ete 
isolees a partir d'arteres ombilicales perfusees avec du collagene (Sigma) pour digerer 
la membrane basale. Les cellules HUAEC ont ete maintenues dans du SFM (Life 
Sciences) additionne de 20% de serum de veau foetal (S VF) inactive par la chaleur. Les 
cultures souches ont recu 1 ng/ml de VEGF chaque jour. 

Des cellules endotheliales d'aorte fcetale bovine (FBAE) ont et6 isolees a partir 
d'aortes foetales obtenues auprfes d'un abattoir local. Les cellules ont ete maintenues 
dans du DMEM glutamax (Life Sciences) additionne de 10% de serum de veau 
nouveau-ne (NBCS) inactiv6 par la chaleur, 100 ug/ml de peniciUine et 100 ug/ml de 
streptomycine a 37°C dans 10% de C0 2 et 1 ng/ml de VEGF tous les 2 jours. 



il 



Interaction directe entre VEGF et NOV 

Pour la liaison a la proline NOV immobilisSe, des plaques ELISA k 96 puits ont 
6te recouvertes de 4 jig/ml de proteine NOV dans un tampon carbonate 0,05 M a pH 9,6 
pendant la nuit a 4°C. Les sites de liaison non specifiques ont ete bloques avec 5 mg/ml 
de BSA dans du tampon carbonate. Apres avoir lave deux fois les puits avec du PBS a 
pH 7,4, on a ajoute 1 ng de VEGF iode k chaque puits en presence ou non de 2 \xg/ml de 
VEGF165 ou de NOV, dilu6s dans du PBS contenant 0,05 % de Tween 20, 0,5% de 
BSA, 1 mM de MgCl 2 et 1 mM de CaCl 2 . 

Les puits ont 6t6 laves 3 fois avec un melange PBS-Tween 20 0,1%-BSA 0,5% et 
les proteines liees ont 6t6 solubilis6es dans du NaOH 0,2M. 

Les r6sultats de ces experiences sont repr6sentes dans les figures 1 et 2. 

La Figure 1 montre que le VEGFies iode s'associe specifiquement a NOV puisque 
F addition de VEGF non radiomarqu6 (VEGF) inhibe cette liaison. De meme, F addition 
de NOV inhibe la liaison de VEGFi 6 s radiomarque a NOV. 

Tests de migration 

Des cellules FBAE sont inocul6es dans des puits de 4 cm 2 k haute densit6 (50 000 
cellules/puits). Quand la monocouche est confluente, la proliferation est arr§t6e par 
Tincubation, pendant ime nuit, en presence de DMEM sans serum. Une blessure est 
alors pratiquee dans la monocouche k Faide d'lm grattoir mousse, permettant de 
delimiter une surface libre de toute cellule. Les monocouches sont ensuite lavees 3 fois 
par du DMEM pour enlever les cellules non adherentes. Une photographie est alors 
prise pour delimiter la surface avant toute migration cellulaire. Les puits sont ensuite 
incubes en DMEM seul ou en pr6sence de 50 ng/ml d^ VEGF en prdsence de 
concentrations variables de NOV. Apres 24 h les puits sont laves 3 fois et colores au 
May-Grunwald-Giemsa et photographiees. Les photographies prises avant et apres 
Texperience sont alors superposees pour permettre le comptage des cellules ayant 
migre. 

Les resultats de ces tests sont indiquSs dans la Figure 3. 

L'addition de NOV en Fabsence de VEGF n'a pas d'effet sur la migration basale 
des cellules. En revanche, NOV inhibe Factivite du VEGF et 50% de Fefifet maximal 
est obtenu avec une concentration de 50-100 ng/ml de NOV. 



12 



Tests de proliferation 

Des plaques de culture a 96 puits ont ete ensemencees avec 1000 cellules FBAE 
par puits dans du DMEM addition^ de 5% de NBCS. Les cellules ont ete stimulees ou 
non avec 2 ng/ml de VEGFi 65 et differentes concentrations de NOV. Au bout de 5 jours, 
les puits ont ete rinces doucement avec du DMEM et les cellules ont ete fixees dans 1% 
de glutaldehyde pendant 20 minutes a temperature ambiante. Les cellules fixees ont ete 
quantifides par incorporation de violet cristallise (Kueng et al., 1989) : les cellules ont 
ete incubees dans 0,1% de violet cristallise (Sigma) dilu6 dans 0,2 M de tampon borate 
a pH 9,5 pendant 20 minutes a temperature ambiante, le colorant non incorpore a ete 
elimin6 en lavant completement les puits avec de grandes quantites d'eau et le colorant 
violet cristallis6 incorpor6 a ensuite et6 solubilise par 100 ul de 10% d'acide acetique 
par puits. Les lectures de densit6 optique ont ete effectuees a 595 nm. Des resultats 
similaires ont ete obtenus dans trois experiences separ6es (voir Figure 4). Les valeurs 
indiquees sont des densit6s optiques moyennes de 6 puits ± SD. 

La proteine NOV utilisee seule n'a pas d'effet significatif sur la proliferation 
basale (due au serum seul). En revanche, la proteine NOV inhibe la proliferation induite 
par le VEGF sur un mode dependant de la dose. 50% de l'effet maximal est obtenu avec 
une concentration de 100-200 ng/ml de NOV. 

Tests d'adhesion celluiaire 

Des plaques ELISA a 96 puits (Nunc) ont ete recouvertes de proteine VEGF l65 : 
selon le protocole decrit dans l'article de Hutchings et al. (2003), diluee dans du tampon 
carbonate 0,05 M a pH 9,6 pendant la nuit a 4°C. Les sites de liaison non specifiques 
ont ete bloques pendant 1 heure a 37°C avec 5 mg/ml 4e BSA dans du tampon 
carbonate et laves deux fois avec du DMEM avant les experiences. Les cellules ont ete 
trypsinisees, lavees et remises en suspension dans 5 ml de DMEM avec 10% de SVF 
dans un tube de plastique non traite et incubees pendant 1 heure a 37°C avec 10% de 
C0 2 . Les cellules ont ensuite et6 concentrees par centrifugation et remises en 
suspension dans un melange DMEM + 0,2% BSA sans serum et la suspension celluiaire 
a ete traitee pendant 20 minutes (37°C, 10% de C0 2 ) avec la proteine NOV utilisee pour 
moduler l'adhesion. 40 000 cellules par puits ont ete distributes dans les puits dans un 
volume de 100 ul de DMEM + 0,2% de BSA. Les cellules ont ete laissees adherer a 
37°C sous 10% de C0 2 pendant le temps voulu. Les puits ont ete laves doucement trois 
fois avec du DMEM pour retirer les cellules non adherentes et les cellules adherentes 
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ont et6 fixees avec 1% de glutaraldehyde pendant 20 minutes a tempdrature ambiante. 
Les cellules fixees ont ete quantifies par incorporation de cristal violet (Kueng et al., 
1989) : les cellules ont ete incubdes avec 0,1% de violet cristallise (Sigma) dike dans 
0,2 M de tampon borate a pH 9,5 pendant 20 minutes a temperature ambiante, le 
colorant non incorpore a ete elimin6 en lavant completement les puits avec de grandes 
quantites d'eau et le colorant cristal violet incorpore a ensuite ete solubilise par 100 ul 
de 10% d'acide acetique par puits (voir Figure 5). 

Angiogenic in vitro 

Quatre queues de rat ont et6 depiautees et dissequees pour recup6rer les faisceaux 
blancs qui sont constitues en majeure partie de collagene de type L Le collagene est 
extrait de ces fibres dans 50 ml d'acide acetique 0,5 M froid et agit6s sur une nuit. Le 
liquide est ensuite centrifug6 a 5000g pendant 40 minutes et le surnageant est recuperd. 
L'extraction est refaite une fois avec 20 ml d'acide acetique, les surnageants sont 
melanges et puis dialyses contre 1 1 d'acide acdtique 0,2 M. La concentration en 
collagene est ajust6e a 3 mg/ml par pesee. La preparation des gels pour l'angiogenese in 
vitro s'effectue sur de la glace pour conserver la solution de collagene sous forme 
liquide. Un ml de collagene (5 mg/ml) est melang6 a 0,5 ml de DMEM 10X (contenant 
une concentration 10X en antibiotiques et en glutamine), 0,9 ml de H 2 0 sterile et 0,1 ml 
de bicarbonate de sodium 1M. Une fois le pH ajust6 a 7,4, il est ajoute un volume egal 
de matrigel (Becton Dickinson). Le gel est coule dans des puits de culture (2 mm 
d'epaisseur) et incube a 37°C pour se solidijQer. Les cellules sont rajout6es apres 15 
minutes (100 000 cellules/cm 2 ) sur la surface du gel. Apres 2 heures, les differents 
facteurs solubles sont ajoutes et les cellules sont observees et photographiees apres 24 
heures. 

Production d'anticorps anti-idiotypiaues 

Dans tm premier temps on prepare un anticorps neutralisant de NOV en injectant 
a un animal, notamment une souris, de la prot6ine NOV melangee avec de 1 'adjuvant 
complet de Freund (1 volume par volume de proteine NOV). On choisira une quantite 
de NOV comprise entre 1 et 200 ug/kg de poids corporel pour immuniser l'animal. La 
m6me operation est effectuee a 15 et 30 jours d'intervalle, except^ que 1'adjuvant 
complet est remplace par de 1'adjuvant incomplet. Au jour 40 une saignee est pratiquee, 
le serum est separe et les immunoglobulins sont purifi6es par toute methode de 
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fractionnement habituelle, notamment precipitation au sulfate d 'ammonium, 
chromatographic d'affinite pour la prot6ine A ou G. On mesure 1'activite neutralisante 
des immunoglobulins par n'importe quel test decrit (liaison du VEGF iode, 
proliferation, migration, adh6sion cellulaire). Un lot d'immunoglobulines sera dit 
neutralisant quand il aura la capacite d'inhiber I'interaction de NOV avec le VEGF. 

Dans un deuxieme temps on prepare des anticorps anti-idiotypiques de NOV en 
injectant a des souris par voie sous-cutanee 1-100 ug de la preparation des 
immunoglobulines neutralisant 1'activite de NOV pr6cedemment d6crites en association 
avec 100 ul d'adjuvant, notamment de l'adjuvant complet de Freund (Sigma). 
L'injection est rep6tee 15, 30 et 45 jours apres. Cinquante-cinq jours apres la premiere 
injection, on injecte a des souris 10 ug du meme anticorps par voie intraperiton6ale. 
Cinquante-huit jours apres la premiere injection, les souris sont sacrifices et leurs rates 
sont prelevees et dilac6rees dans du milieu ISCOVE pour libdrer les splenocytes. Les 
splenocytes sont fusionnes avec des cellules de myelome de souris, notamment des 
cellules AG8X 63 (Kearney et al., 1979), et incubes a raison de 100 000 cellules/puits. 
La fusion s'effectue par ajout de. 20 fois 50 ul de polyethylene glycol (PEG) a 30 
secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE prechauff6 a 37°C sont alors 
ajoutes goutte a goutte sur la suspension cellulaire, puis apres une periode d'incubation 
de 4 minutes a 37°C, 4 ml sont ajout6s. La suspension est centrifugee puis le culot 
cellulaire est alors repris dans 100 ml de milieu ISCOVE complemente avec 20% de ' 
serum de veau foetal et du HAT IX (50X : Hypoxanthine 5 mM, Aminopterine 20 uM 
et Thymidine 0,8 mM) et distribu6es a raison de 100 ul par puits sur les macrophages. 
Apres 5 jours, 100 ul de milieu HAT sont ajout6s, et entre 8 et 14 jours le milieu 
condition^ de chaque hybridome est preleve pour mesurer- par ELISA les anticorps 
diriges contre les anticorps ayant servi d'agent immunogene, c'est a dire les anticorps 
anti-NOV. On mesure alors 1'activite des anticorps anti-idiotypiques par un test ELISA : 

Les fragments Fab des immunoglobulines anti NOV, prepares par toute technique 
conventionnelle, notamment une digestion a la papaine, sont immobilises sur des 
plaques de microtitration (0,1-20 ug/ml dans du tampon carbonate 50 mM pH 9,6). 
Apres saturation des sites non specifiques par une solution de serum albumine diluee a 5 
mg/ml dans le meme tampon, les surnageants de cultures d'hybridomes sont ajout.es 
dilues pour moitie dans du tampon PBS contenant 0,05% de Tween 20. Apres rincages, 
les anticorps anti-idiotypiques sont reveles par adjonction d'une concentration 
appropriee d'anticorps anti-Fc de souris couple a la peroxydase. La quantite d'anticorps 
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anti-idiotypique fix6 est alors mesuree par revelation de la peroxydase et est 
proportionnelle k 1'intensite de la reaction colorimetrique. 

Les hybridomes s61ectionn6s par leur capacit6 k secr&er des anticorps dirig6s 
contre des anticorps anti-NOV sont alors clones, c'est-£-dire que les cellules sont 
ensemencees en condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un volume de 0,1 ml 
par puits. Le milieu est chang6 apres 10 jours. Aprds 15 jours, certains puits contiennent 
des foyers de cellules qui se sont multipliees k partir de la cellule ensemencee au depart, 
done toutes ces cellules sont identiques et sont- issues du mdme clone. Quand la surface 
occupee par les cellules represente au moins la moitie de la surface totale du puits, le 
milieu est preleve et analyse comme pr£c6demment par un ELISA sur Fab anti-NOV. A 
ce stade on peut s61ectionner les clones producteurs d'anticorps et connaitre leur 
specificit6. 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale est affirmee par l'operation 
classique consistant k ensemencer une plaque de 96 puits avec des cellules issues du 
meme clone diluees en conditions limites comme pr6cedemment. Les clones secreteurs 
doivent done tous s6cr6ter un anticorps de meme sp6cificit6 pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. Un troisieme clonage est alors effectu6 exactement dans les 
m&nes conditions pour s 'assurer que les clones sont bienmonoclonaux. 

Les anticorps anti-idiotypiques sont cribles par une batterie de tests, notamment 
par un test ELISA sur VEGF immobilise. Du VEGF est immobilise (0,1-10 jig/ml) dans 
du tampon carbonate comme prec6demment et toutes les Stapes de cet ELISA sont 
identiques k celles d6crites dans l'ELISA sur Fab anti-NOV. Ce test permet de cribler 
parmi tous les anticorps anti-idiotypiques ceux qui miment les fonctions de la proteine 
NOV (SEQ ID NO : 2) ou des fragments de type TSP-1 (SEp ID NO : 8), e'est-a-dire 
des anticorps reconnaissant le VEGF. 
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REVINDICATIONS 

1. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient Mitre de 
substance active : 

- une proteine caracteris6e en ce qu'elle comprend ou est constitute par :. 

* la prot6ine NOV, represent6e par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette proteine, sous reserve que ce fragment pr6sente une 
activite d'irihibition de Pangibgen&se, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 & environ 80 acides amines, et etant notamment 
repr6sente par Tune des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 1 0, ou 

* toute sequence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un fragment 
d6fini ci-dessous, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence d6riv6e prdsente 
une activity d'inhibition de Fangiogenese, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment defini ci-dessous, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la r6gion comprise entre les acides 
amin6s en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette sequence homologue presente une activity d'inhibition de 
l'angiogenese, 

- une sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constitute par une sequence nucleotidique codant : 

* soit pour la proteine NOV telle que definie ci-dessus, 

* soit pour un fragment de la proteine NOV tel que defini ci-dessus, 

* soit pour une sequence derivee de la proteine NOV telle que definie ci- 
dessus, 

* soit pour une stquence homologue de la proteine NOV telle que definie 
ci-dessus, 

ladite sequence nucleotidique correspondant notamment a la sequence 
nucl6otidique SEQ ID NO : 1 codant pour SEQ ID NO : 2, ou a la sequence SEQ ID 
NO : 3 codant pour SEQ ID NO : 4, ou a la sequence SEQ ID NO ; 5 codant pour SEQ 
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REVENDICATIONS 

1. Composition phafmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient k titre de 
substance active : 

- une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 

* la fcoteine NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette proteine, sous reserve que ce fragment presente une 
activite d'inhibition de l'angiogendse, ledit fragment comprenant 
notamment d' environ 40 k environ 80 acides amines, et 6tant notamment 
represents par Tune des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute sequence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un fragment 
d6fini ci-dessus, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence d6rivee presente 
une activite d'inhibition de Fangiogenfese, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment d6fini ci-dessus, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338)' de la sequence SEQ ID NO,: 2, sous 
r6serve que cette sequence homologue pr6sente une activite d'inhibition de 
Fangiogendse, 

en association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle contient k 
titre de substance active la proteine NOV, representee par la sequence 
SEQ ID NO: 2. 

3. Composition selon la reveiviication 1 ou 2, caract6risee en ce qu'elle 
contient a titre de substance active la sequence SEQ ID NO : 8. 

4. Utilisation : 

- d'une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 

* la proteine NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 



i 01 ucpui 
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ID NO : 6, ou a la sequence SEQ ID NO : 7 codant pour SEQ ID NO : 8, ou a la 
sequence SEQ ID NO : 9 codant pour SEQ ID NO : 10, 

- un anticorps anti-idiotypique de la proteine NOV, 

en association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable. 

2* Composition selon la revendication 1, caracteris6e en ce que l'activite 
d'inhibition de I'angiogenese est mesurte selon le test de proliferation, de migration ou 
de differentiation, et en ce que cette activite £' inhibition correspond a un pourcentage 
d'inhibition compris de 20% a 100% de I'angiogenese obtenue en presence du vehicule 
seul. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
contient a titre de substance active la proline NOV, representee par la sequence 
SEQ ID NO: 2. 

4. Composition selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle 
est susceptible d'etre administree k raison d' environ 0,1 a environ 20 mg/kg/jour. 

5. Composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce qu'elle est administree sous forme d'un gene, d'une proteine ou d'un peptide 
contenant la sequence SEQ ID NO : 8. 

6. Utilisation : 

- d'une proteine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constitute par : 

* la proteine NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette proteine, sous r6serve que ce fragment presente une 
activit6 d'inhibition de I'angiogenese, ledit fragment comprenant 
notamment d' environ 40 a environ 80 acides amines, et etant notamment 
represent6 par Time des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute sequence deriv6e de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un fragment 
d6fini ci-dessous, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence d6rivee presente 
une activite d'inhibition de I'angiogenese, ou 



20 



* un fragment de cette proteine, sous reserve que ce fragment presente une 
activite d'inhibition de l'angiogenese, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 a environ 80 acides amines, et etant notamment 
represents par l'une des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute s6quence derivee de la sequence SEQ ED NO : 2 ou d'un fragment 
defini ci-dessus, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence d6rivee pr6sente 
une activite d'inhibition de l'angiogenese, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment d6fini ci-dessus, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette sequence homologue pr6sente une activite d'inhibition de 
l'angiogenese, 

pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
necessitant rinhibition de la proliferation endoth61iale, notamment dans le cadre des 
pathologies suivantes: les cancers, la ddgenerescence maculaire liee a l'age, les 
retinopathies diabetiques, la polyarthrite rhumatoide, les angiomes, les angiosarcomes, 
en particuUer la maladie de Castelman et le sarcome de Kaposi. 

5. Utilisation 

- d'une proteine caract6ris6e en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 

* la proline NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette prot&ne, sous reserve que ce fragment pr6sente une 
activity d'inhibition de l'angiogenese, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 a environ 80 acides amin£s,< et 6tant notamment 
repr6sente par l'une des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO. : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO:: 2 ou d'un fragment 
defini ci-dessus, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence derivee presente 
une activite d'inhibition de l'angiogenese, ou 
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* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment d6fini ci-dessous, ayant de pr6ference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 

5 reserve que cette s6quence homologue presente une activite d'inhibition de 

l'angiogenese, 

- d'une sequence nucleotidique caracteris6e en ce qu'elle comprend ou est 
constituee par une sequence nucleotidique codant : 

* soit pour la proteine NOV telle que definie ci-dessus, 

10 * soit pour un fragment de la proteine NOV tel que d6fini ci-dessus, 

* soit pour une sequence deriv6e de la proteine NOV telle que definie ci- 
dessus, 

* soit pour une sequence homologue de la prot6ine NOV telle que definie 
ci-dessus, 

I 5 ladite s6quence nucleotidique correspondant notamment k la sequence 

nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour SEQ ID NO : 2, ou a la sequence 
SEQ ID NO : 3 codant pour SEQ ID NO : 4, ou k la sequence SEQ ED 
NO : 5 codant pour SEQ ID NO : 6, ou a la sequence SEQ ID NO : 7 codant 
pour SEQ ID NO : 8, ou k la sdquence SEQ ID NO : 9 codant pour SEQ ED 

20 NO : 10, 

- d'un anticorps anti-idiotypique de la proteine NOV, 

pour la preparation d'un medicament destin6 au traitement de pathologies necessitant 
Tinhibition de la proliferation endothelial, notamment dans le cadre des pathologies 
suivantes : les cancers, la degenerescence maculaire liee k P&ge, les retinopathies 
25 diabetiques, la polyarthrite rhumato'fde, les angiomes, les angiosarcomes, en particulier 

la maladie de Castelman et le sarcome de Kaposi. 

7. Utilisation 

- d'une prot£ine caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par : 
30 * la proline NOV, representee par la sequence SEQ ID NO : 2, ou 

* un fragment de cette prot&ne, sous r6serve que ce fragment pr6sente une 
activite d'inhibition de l'angiogenese, ledit fragment comprenant 
notamment d'environ 40 a environ 80 acides amines, et etant notamment 



* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment defini ci-dessus, ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la r6gjon comprise entre les acides 
amin6s en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette sequence homologue presente une activite d'inhibition de 
Tangiogenese, 

pour la preparation d'un medicament destin6 au traitement de pathologies 
necessitant l'inhibition de ractivation endoth61iale, notamment dans le cadre des 
pathologies suivantes : le rejet d'allogreffe et de xenogreffe, les acrocyanoses, les 
sclerodermies, ou dans le cadre de la preparation de grefFons entre le prel&vement et la 
transplantation. 

6. Utilisation selon la revendication 4 ou 5, pour la preparation d'une 
composition selon l'une des revendications 1 a 3 destin6e a gtre. adminislree a raison 
d' environ 0,1 a environ 20 mg/kg/jour. 



•! 



22 



represente par Tune des sequences suivantes SEQ ID NO : 4, SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 8 ou SEQ ID NO : 10, ou 

* toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d ! un fragment 
defini ci-dessous, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, sous reserve que cette sequence derivee presente 
une activite d'inhibition de l'angiogen&se, ou 

* toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
fragment d6fini ci-dessous, ayant cie preference une homologie d'au moins 
environ 80%, et notamment 85%, avec la region comprise entre les acides 
amines en position (33) et (338) de la sequence SEQ ID NO : 2, sous 
reserve que cette s6quence homologue pr6sente une activity d'inhibition de 
Fangiogen^se, 

- d'une sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constitueepar une s6quence nucleotidique codant : 

* soit pour la prot&ne NOV telle que d6finie ci-dessus, 

* soit pour un fragment de la proteine NOV tel que d6fini ci-dessus, 

* soit pour une sequence deriv6e de la proteine NOV telle que d6finie ci- 
dessus, 

* soit pour une sequence homologue de la prot6ine NOV telle que definie 
ci-dessus, 

ladite sequence nucleotidique correspondant notamment a la sequence 
nucl6otidique SEQ ID NO : 1 codant pour SEQ ID NO : 2, ou a la sequence 
SEQ ID NO : 3 codant pour SEQ ID NO : 4, ou k la s6quence SEQ ID 
NO : 5 codant pour SEQ ID NO : 6, ou k la sequence SEQ ID NO : 7 codant 
pour SEQ ID NO : 8, ou k la sequence SEQ ID NO : 9 codant pour SEQ ID 
NO : 10, 

- d'un anticorps anti-idiotypique de la proteine NOV, 

pour la pr6paration d'un m6dicament destine au traitement de pathologies necessitant 
Tinhibition de 1'activation endoth61iale, notamment dans le cadre des pathologies 
suivantes : le rejet d'allogreffe et de xenogreffe, les acrocyanoses, les scldrodermies, ou 
dans le cadre de la preparation de greffons entre le pretevement et la transplantation. 
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<130> 


IFB 03 AW CNR GIOG 


<160> 


10 


<170> 


Patentln version 3.1 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


1 

2389 
ADN 

homo sapiens 


<220> 
<221> 
<222> 
<223> 


CDS 

(73) . . (1143) 


<400> 


1 



gggaaggcga gcagtgccaa tctacagcga agaaagtctc gtttggtaaa agcgagaggg 

— - p a Sr S3 j2 a s X K S £ 5 S 

5 10 

a js a a a a s a a 2: e a - - s - 

20 25 

get gcg act 
Ala Ala Thr 
30 



acg ccg ccg 
Thr Pro Pro 



tea tgc tgt 
Ser Cys Cys 



20 

ffi a S S a S! ^ S 85 - - - k. 
S S E a IS S «? S S IS a 

55 60 

21 a a a a a a 25 K s a ,a a 
a s s a a s a 5 i?y a a g 35 a = E 
a a a a a a is a a a h ss a is 5 a 

100 105 

a a s is is ss a Sr a a is s* r t4t cag « 

110 Y ,fi iyr ^ Ser Gly Glu Lys Phe Gin Pro 

120 125 

a a a s a a a a a a a a s a a a 

135 140 



60 
111 

159 

207 

255 

303 

351 

399 

447 

4 95 



ler aepox 

2 



ccc cgc tgt cag ctg gat gtg eta ctg cct gag cct aac tgc cca get 543 
Pro Arg Cys Gin Leu Asp Val Leu Leu Pro Glu Pro Asn Cys Pro Ala 
145 150 155 

cca aga aaa gtt gag gtg cct gga gag tgc tgt gaa aag tgg ate tgt 591 
Pro Arg Lys Val Glu Val Pro Gly Glu Cys Cys Glu Lys Trp lie Cys 
160 165 170 

ggc cca gat gag gag gat tea ctg gga ggc ctt acc ctt gca get tac 639 
Gly Pro Asp Glu Glu Asp Ser Leu Gly Gly Leu Thr Leu Ala Ala Tyr 
175 180 185 

agg cca gaa gec acc eta gga gta gaa gtc tcfe gac tea agt gtc aac 687 
Arg Pro Glu Ala Thr Leu Gly Val Glu Val Ser Asp Ser Ser Val Asn 
190 195 200 205 

tgc att gaa cag acc aca gag tgg aca gca tgc tec aag age tgt ggt 735 
Cys lie Glu Gin Thr Thr Glu Trp Thr Ala Cys Ser Lys Ser Cys Gly 
210 215 ' 220 

atg ggg ttc tec acc egg gtc acc aat agg aac cgt caa tgt gag atg 783 
Met Gly Phe Ser Thr Arg Val Thr Asn Arg Asn Arg Gin Cys Glu Met 
225 230 235 

ctg aaa cag act egg etc tgc atg gtg egg ccc tgt gaa caa gag cca 831 
Leu Lys Gin Thr Arg Leu Cys Met Val Arg Pro Cys Glu Gin Glu Pro 
240 245 ~ 250 

gag cag cca aca gat aag aaa gga aaa aag tgt etc cgc acc aag aag 87 9 

Glu Gin Pro Thr Asp Lys Lys Gly Lys Lys Cys Leu Arg Thr Lys Lys 
255 260 265 

tea etc aaa gec ate cac ctg cag ttc aag aac tgc acc age ctg cac 927 
Ser Leu Lys Ala lie His Leu Gin Phe Lys Asn Cys Thr Ser Leu His 
270 275 280 285 

acc tac aag ccc agg ttc tgt ggg gtc tgc agt gat ggc cgc tgc tgc 975 
Thr Tyr Lys Pro Arg Phe Cys Gly Val Cys Ser Asp Gly Arg- Cys Cys 
290 295 300 

act ccc cac aat acc aaa acc ate cag gca gag ttt cag tgc tec cca 1023 
Thr Pro His Asn Thr Lys Thr lie Gin Ala Glu Phe Gin Cys Ser Pro 
305 310 315 ! 

ggg caa ata gtc aag aag cca gtg atg gtc att ggg acc tgc acc tgt 1071 
Gly Gin lie Val Lys Lys Pro Val Met Val lie Gly Thr Cys Thr Cys 
320 325 330 

cac acc aac tgt cct aag aac aat gag gec ttc etc cag gag ctg gag 1119 
His Thr Asn Cys Pro Lys Asn Asn Glu Ala Phe Leu Gin Glu Leu Glu 
335 340 345 

ctg aag act acc aga ggg aaa atg taacctatca ctcaagaagc acacctacag 1173 
Leu Lys Thr Thr Arg Gly Lys Met 
350 355 



agcacctgta gctgctgcgc cacccaccat caaaggaata taagaaaagt aatgaagaat 1233 

cacgatttca tccttgaatc ctatgtattt tcctaatgtg atcatatgag gacctttcat 1293 

atctgtcttt tatttaacaa aaaatgtaat taactgtaaa cttggaatca aggtaagctc 1353 

aggatatggc ttaggaatga cttactttcc tgtggtttta ttacaaatgc aaatttctat 1413 



aaat ttaaga 
attttgttgt 
agaatcatac 
aagattctct 
caaggaaaca 
ttttacacta 
tcataaactt 
aaaactccca 
gctgctgagg 
catctaactg 
tcaaatgtgc 
gagagaccac 
tgggccataa 
ttgtcaggct 
cgtgttccgc 
tattatgttt 
aaaaaaaaaa 



aaacaagtat 
gcactagtgc 
ttaacatttc 
attggctccc 
tgcagctctt 
ggaaacgtgt 
tctccattta 
atacaaagat 
cccccaagtt 
atgagtaaac 
attttgtgga 
acattttatg 
ttatgaaaac 
acaaggtagg 
ttctctcttt 
gatttctcta 
aaaaaa 



ataatttact 
aattccaaga 
attgtacaag 
tttttgggta 
caacatgaca 
tgtatctaca 
agacacattg 
gactggtccc 
ttttaattaa 
tgaggcccaa 
attttgagaa 
agagtttgga 
tcatgatcaa 
ctgcaaaatt 
taaagtattt 
cttgtcatat 



ttgtagactg 
aaatatcact 
tattacaacc 
aaccagctct 
tccagagatg 
gtaatgaaat 
actcctttcc 
tcatagccct 
gcagaaacag 
agcacttgct 
aaatagagca 
attattgtag 
gatatatgtg 
aaatctaga-c 
ataaaaatat 
cactaaataa 



tttcacattg 
gtaatgagtc 
atatattgag 
gaacttccaa 
actattactt 
gtttactaag 
aatagaaaga 
cagacattta 
catattagca 
tacatcctct 
aaatcaacat 
acatgcccaa 
tatacataca 
attcttttaa 
aaattgtaca 
acacgatttt 



cactcatcat 
agtgaagtct 
gttcattggg 
gctccaaatc 
ttctgtttag 
tggactggtg 
aactaaacag 
tatattggaa 
gggattctct 
gatagctgtt 
gactggtggt 
aacttatcct 
tgtatctggt 
tgccaccaca 
ttttgtaaaa 
attgctgaaa 



1473 
1533 
1593 
1653 
1713 
1773 
1833 
1893 
1953 
2013 
2073 
2133 
2193 
2253 
2313 
2373 
2389 



<210> 2 

<211> 357 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 2 

Met Gin Ser Val Gin Ser Thr ger p ne Cys Leu Arg Lys Gin Cys Leu 
1 5 io 15 

Cys Leu Thr Phe Leu Leu Leu His Leu Leu Gly Gin Val Ala Ala Thr 
20 25 30 

Gin Arg Cys Pro Pro Gin Cys Pro Gly Arg Cys Pro Ala Thr Pro Pro 
35 40 45 

Thr Cys Ala Pro Gly Val Arg Ala Val Leu Asp Gly Cys Ser Cys Cys 
50 55 60 

Leu Val Cys Ala Arg Gin Arg Gly Glu Ser Cys Ser Asp Leu Glu Pro 
65 70 75 ** 80 

Cys Asp Glu Ser Ser Gly Leu Tyr Cys Asp Arg Ser Ala Asp Pro Ser 
85 90 95 

Asn Gin Thr Gly He Cys Thr Ala Val Glu Gly Asp Asn Cys Val Phe 
100 105 HO 

Asp Gly Val He Tyr Arg Ser Gly Glu Lys Phe Gin Pro Ser Cys Lys 
115 120 125 

Phe Gin Cys Thr Cys Arg Asp Gly Gin He Gly Cys Val Pro Arg Cys 
130 135 140 

Gin Leu Asp Val Leu Leu Pro Glu Pro Asn Cys Pro Ala Pro Arg Lys 
145 150 155 160 

Val Glu Val Pro Gly Glu Cys Cys Glu Lys Trp He Cys Gly Pro Asp 
165 170 175 

Glu Glu Asp Ser Leu Gly Gly Leu Thr Leu Ala Ala Tyr Arg Pro Glu 
180 185 190 



4 



Ala Thr Leu Gly Val Glu Val Ser Asp Ser Ser Val Asn Cys lie Glu 
195 200 205 

Gin Thr Thr Glu Trp Thr Ala Cys Ser Lys Ser Cys Gly Met Gly Phe 
210 215 220 

Ser Thr Arg Val Thr Asn Arg Asn Arg Gin Cys Glu Met Leu Lys Gin 
225 230 " 235 240 

Thr Arg Leu Cys Met Val Arg Pro Cys Glu Gin Glu Pro Glu Gin Pro 
245 250 255 

Thr Asp Lys Lys Gly Lys Lys Cys Leu Arg Thr Lys Lys Ser Leu Lys 
260 265 • 270 

Ala lie His Leu Gin Phe ' Lys Asn Cys Thr Ser Leu His Thr Tyir Lys 
275 280 285 

Pro Arg Phe Cys Gly Val Cys Ser Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro His 
290 295 ~ 300 

Asn Thr Lys Thr lie Gin Ala Glu Phe Gin Cys Ser Pro Gly Gin lie 
305 310 315 320 

Val Lys Lys Pro Val Met Val lie Gly Thr Cys Thr Cys His Thr Asn 
325 330 335 

Cys Pro Lys Asn Asn Glu Ala Phe Leu Gin Glu Leu Glu Leu Lys Thr 
340 345 350 

Thr Arg Gly Lys Met 
355 

<210> 3 
<211> 216 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> fragment cle la proteine NOV 
<220> 

<221> CDS ' 

<222> . (1) . . (216) 

<223> 

<400> 3 

cag cgc tgc cct ccc cag tgc ccg ggc egg tgc cct gcg acg ccg ccg 48 

Gin Arg Cys Pro Pro Gin Cys Pro Gly Arg Cys Pro Ala Thr Pro Pro 
1 5 10 15 

acc tgc gec ccc ggg gtg cgc gcg gtg ctg gac ggc tgc tea tgc tgt 96 
Thr Cys Ala Pro Gly Val Arg Ala Val Leu Asp Gly Cys Ser Cys Cys 
20 25 30 

ctg gtg tgt gec cgc cag cgt ggc gag age tgc tea gat ctg gag cca 14 4 

Leu Val Cys Ala Arg Gin Arg Gly Glu Ser Cys Ser Asp Leu Glu Pro 
35 40 45 



tgc gac gag age agt ggc etc tac tgt gat cgc age gcg gac ccc age 
Cys Asp Glu Ser Ser Gly Leu Tyr Cys Asp Arg Ser Ala Asp Pro Ser 
50 55 60 



aac cag act ggc ate tgc acg gcg 
Asn Gin Thr Gly lie Cys Thr Ala 
65 70 



<210> 4 
<211> 72 
<212> PRT 

<213> s§quence artificielle 
<220> 

<223> fragment de la proteine NOV 
<400> 4 

Gin Arg Cys Pro Pro Gin Cys Pro Gly Arg Cys Pro Ala Thr Pro Pro 
15 10 15 

Thr Cys Ala Pro Gly Val Arg Ala Val Leu Asp Gly Cys Ser Cys Cys 
20 25 30 

Leu Val Cys Ala Arg Gin Arg Gly Glu Ser Cys Ser Asp Leu Glu Pro 
35 40 45 

Cys Asp Glu Ser Ser Gly Leu Tyr Cys Asp Arg Ser Ala Asp Pro Ser 
50 55 60 

Asn Gin Thr Gly lie Cys Thr Ala 
65 70 



<210> 5 

<211> 201 

<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> fragment de la proteine NOV 
<220> 

<221> CDS i 

<222> (1) . . (201) 

<223> 

<400> 5 

gat aac tgt gtg ttc gat ggg gtc ate tac cgc agt gga gag aaa ttt 

Asp Asn Cys Val Phe Asp Gly Val lie Tyr Arg Ser Gly Glu Lys Phe 

1 5 10 ~ 15 



cag cca age tgc 
Gin Pro Ser Cys 
20 

tgt gtg ccc cgc 
Cys Val Pro Arg 
35 



aaa ttc cag tgc 
Lys Phe Gin Cys 



tgt cag ctg gat 
Cys Gin Leu Asp 
40 



acc tgc aga gat 
Thr Cys Arg Asp 
25 

gtg eta ctg cct 
Val Leu Leu Pro 



ggg cag att ggc 
Gly Gin lie Gly 
30 

gag cct aac tgc 
Glu Pro Asn Cys 
45 



6 



cca get cca aga aaa gtt gag gtg cct gga gag tgc tgt gaa aag tgg 192 
Pro Ala Pro Arg Lys Val Glu Val Pro' Gly Glu Cys Cys Glu Lys Trp 
50 55 ^ 60 

ate tgt ggc 201 

lie Cys Gly 

65 



<210> 6 
<211> 67 
<212> PRT 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> fragment de la proteine NOV 
<400> 6 

Asp Asn Cys Val Phe Asp Gly Val lie Tyr Arg Ser Gly Glu Lys Phe 
15 10 15 

Gin Pro Ser Cys Lys Phe Gin Cys Thr Cys Arg Asp Gly Gin lie Gly 
20 25 30 

Cys Val Pro Arg Cys Gin Leu Asp Val Leu Leu Pro Glu Pro Asn Cys 
35 40 45 

Pro Ala Pro Arg Lys Val Glu Val Pro Gly Glu Cys Cys Glu Lys Trp 
50 55 60 

lie Cys Gly 
65 



<210> 7 

<211> 135 

<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> fragment de la proteine NOV 
<220> 

<221> CDS f 

<222> (1}..(135) 

<223> 

<400> 7 

tgc att gaa cag ace aca gag tgg aca gca tgc tec aag age tgt ggt 48 

Cys lie Glu Gin Thr Thr Glu Trp Thr Ala Cys Ser Lys Ser Cys Gly 
15 10 15 

atg ggg ttc tec ace egg gtc acc aat agg aac cgt caa tgt gag atg 96 
Met Gly Phe Ser Thr Arg Val Thr Asn Arg Asn Arg Gin Cys Glu Met 
20 25 30 



ctg aaa cag 
Leu Lys Gin 
35 



act egg etc tgc atg gtg egg ccc tgt gaa 
Thr Arg Leu Cys Met Val Arg Pro Cys Glu 
40 45 



135 



7 



J. U-> 


o 




<211> 


45 




<212> 


PRT 




<213> 


sequence 


artif icielle 


<220> 






<223> 


fragment 


de la prot£ine 


<400> 


8 





Cys lie Glu Gin Thr Thr Glu Trp Thr Ala Cys Ser Lys Ser Cys Gly 
1 5 10 15 

Met Gly Phe Ser Thr Arg Val Thr Asn Arg Asn Arg Gin Cys Glu Met 

20 25 " 30 

Leu Lys Gin Thr Arg Leu Cys Met Val Arg Pro Cys Glu 

35 40 45 



<210> 9 

<211> 225 

<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> fragment de la prot<§ine NOV 



<220> 

<221> CDS 



<222> 
<223> 



(1) . . (225) 



<400> 9 

tgt etc cgc acc aag aag tea etc aaa gec ate cac ctg cag ttc aag 

Cys Leu Arg Thr Lys Lys Ser Leu Lys Ala lie His Leu Gin Phe Lys 

1 5 10 15 



48 



aac tgc acc age ctg cac acc tac aag ccc agg ttc tgt ggg gtc tgc 
Asn Cys Thr Ser Leu His Thr Tyr Lys Pro Arg Phe Cys Gly Val Cys 
20 25 30 



96 



agt gat ggc cgc tgc tgc act ccc cac aat acc aaa acc ate cag gca 
Ser Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro His Asn Thr Lys Thr lie Gin Ala 
35 40 45 



144 



gag ttt cag tgc tec cca ggg caa ata gtc aag aag cca gtg atg gtc 
Glu Phe Gin Cys Ser Pro Gly Gin lie Val Lys Lys Pro Val Met Val 
50 55 60 



192 



att ggg acc tgc acc tgt cac acc aac tgt cct 
lie Gly Thr Cys Thr Cys His Thr Asn Cys Pro 



65 



70 



75 



225 



<210> 10 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> sequence artificielle 



<220> 
<223> 



fragment de la prot£ine NOV 



8 



<400> 10 

Cys Leu Arg Thr Lys Lys Ser Leu Lys Ala lie His Leu Gin Phe Lys 



10 



15 



Asn Cys Thr Ser Leu His Thr Tyr Lys Pro Arg Phe Cys Gly Val Cys 

20 "> c — ■* 



25 30 
Ser Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro His Asn Thr Lys Thr lie Gin 



40 



45 



Ala 



Glu Phe Gin Cys Ser Pro Gly Gin lie Val Lys Lys Pro Val Met Val 



55 



60 



lie Gly Thr Cys Thr Cys His Thr Asn Cys Pro 
65 70 75 
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